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肝細胞の分離と分離肝細胞の2，3の性状について
片山吉穂
Separation of Hepatic Cells and Some Properties of these cells. 
YOSHIHO KATAYAMA 
肝臓から肝細胞を分隊する試みは古<Schneider及び
Potterlが肝組織をチーズクロスでしはり出す併によっ
て肝細胞を分縦し懸濁液として使用したのに始ま 'J.そ
の後Schrek;>Kaltenbach~) Anderson~> Zaroff5>らが数
多く試みているが.tJH話されていない肝細胞を比較的多
しかっ純粋に分離する~J訂正はなはだ困難なことである。
管省も先人達の分離法を色々と追試したが，なかなか所
期の目的を達するまでには至らなかった。ところが木村
英一教授6.7>(阪市大.生理学教室)の白血球及び4・飽細胞
の分離法の原理を応用し.比較的娘傷が少<.肝細胞を
比較的多量にしかも愉il位な操作で分離し得たのでここに
その分離法の概要とこの分離法によ って分離した肝細胞
の 2，3の性状につき報告する。
実験方法
ヲト隊操作
図ー lに分離操作の槻略を示してある。家兎(平，体
1H2.6-3.5kg)を麻酔下でfJill人位に固定し，里民動脈から
泌血しながら門脈にカニューレ(径].5mm}を挿入し.H干
門附ì!iでカニューレを血'11 r:.t と JI<に結~. 悶定してから.
あらかじめil<i令されている下記の溶液でる濯流を開始した.
t箆i庇に際しては100cm水伎の圧を加えた。このように潜
流しながら肝臓を傷っけないように注意して引出し. il< 
J脅されているシャーレに移しilfJ流を続けた。 i濫流時IlIlは
20-30分間て\滋流液のi~U:立は 2 -4'Cであった。 im流
液lよ3.8%sodium citrate 溶液200mtと0.16MNaCli谷
液1000meの混合液lこ5∞mg/dlの'，IjlJに N-acetyl-D-gl-
ucosamineを泌流l直前に溶解したιのである?潜流終了
後，直ちに肝臓を Robinson's溶液・と0.25M sucrose 
溶液との等量il-L合液(sucrose加 Robinson's液)で軽〈
洗縦してから，ij!l.裂を易IJ除し， il~紙で水分をぬぐい去っ
て i~重量を iJIIJ定した。さらに肝臓の被服及び結合組織主
どを出来る限り取り除いて後，肝i星1[(1立とはぱ向量の氷
冷した sucroseJJURobinson's液の入ったシャーレに移し，
肝組織を細切した。この細切した肝組織片を 2枚のスラ
イドグラスの!聞にはさみ謄砕し.磨砕された肝組織の懸
濁液をガーゼ8枚て"11.過し，油産泌をそのまま氷室に放置
して上清と沈澱Ji9(細胞層)とが分かれるのをまってから
上清を駒込ピペットを用いて除き，沈i澱!切をさらに su-
CrOse加Robinson's液に懸渇した(この後目的によって
数回洗滋した場合Lある)。 このようにして調箆した肝細
胞浮遊液を各磁比震の等張性アラビアコaム溶液に屯庖遠
※ Robinson's solution was prepared by mixing 
0.154 M NaCl 
0.154M KCl 
0.154 M MgSO. 
0.110 M CaCh 
232 ml 
8 ml 
2 ml 
6 ml 
pH value was adjusted to 7.4 ( 6.8) with 
0.1 N NaOH. 
M/l5 phosphate buffer( pH 7.4 or 6.8} 12ml， 
and 0.4ml of 5% glucose was added to each 
19.6ml of the buffered saline immediatly 
before use. 
( 1 ) 
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図-1 Procedure of separation of hepatic 
ce l1s. 
心沈澱(lOOOr.p. mて"20分間)した57}遠心沈演前及び後の
1例を図示すると 図-2のよ うになる。このようにして
遠沈分縫した肝細胞は比重の異なるアラビアゴム層で2
層に分けられた。これらを別々に集め，sucrose1JURo-
binson's液あるいは実験目的に適した他のMediumで3
回遠沈洗機操作をすると比較的純粋に肝細胞を集める事
が出来た。
なお以上の操作で得 られた肝細胞粥に等量のj容媒
物 必ゐ寸ー
4 
3 
2 
1 
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図-2 Multilayer centrifugation with isotonic 
gum acacia solution. 
1. isotonic gum acacia sOlution(d = 1.090) 
2. isotonic gum acacia sOlution(d = 1.048) 
3. isotonic gum acacia solution(d = 1.024) 
4. separated hepatic ce11 suspension 
D. down cc11 1ayer 
U. upper ce11 1ayer 
(sucrose加 Robinson's液など目的に応じてかえた)を
加えたものを原分離肝細胞浮遊液とし，これを更に稀釈
して実験に供 した。
顕微鏡観察及び生化学的測定
顕微鏡観察については分離肝細胞浮遊液の 1摘をスラ
イドグラスにとりカバーグラスで覆って光学顕微鏡及び
位相差顕微鏡で観察，写真媛影すると共に大きさを ミク
ロメーターで1標本200ヶ以上について測定した。さら
に血液主主沫標本にならって分離肝細胞浮遊液をスライド
グラスに塗沫，乾燥し，alcoholあるいはacetoneによ っ
Photographs 
Photo. 1. separated hepatic cels of rabbit (phase contrast. 1370X) 
Photo. 2. separated hepatic cels of rabbit (phase contrast. 1370X) 
Photo. 3. separated hepatic ceJls of rabbit (stereograph. 1370X) 
Photo. 4. separated hepatic cels of rabbit (phase contrast. 1370X) 
Photo.5. se凶ratedhepatic cels of rabbit (stereograph. 1370X) 
Photo. 6. separated hepatic cels of rabbit (phase contrast. 34∞X) 
(2) 
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て低温てF固定し，常法9.101に従ってへ7 トキシリン・エオ
ンン染色ある いは PAS染色をほどこし光学顕微鏡で形態
及び染色性などを観察するとともに個々の分離肝細胞の
核数をilil定した。絞数測定には少くとも l試料から 3-
5徳本を作製し. 1標本当り 1000-5000ヶの分離肝細胞
の絞数をしらべてその分布を算出 した。分離肝細胞の容
積iWI定には加必のへマトクリソト微量管I!)を応用し.4000
r.p.m45分間遠心沈澱 して求めた。
カタラーゼ活性測定は0.16Mリン鮫緩衝液 (PH6.8)
に浮遊させた400倍稀釈肝細胞浮遊液を用いて反応速度
熱解析法12-161で行った。また Ou肖'{'(l立il¥l定は0.1Mso-
dium succinate (0.5m2)を基質とし，Krebs Ringer 
Phosphate (1 m~ )及び各種柿釈倍数の分離肝細胞浮遊
液(lme)を加えた系でワ ノーレフソレグ検圧計を用いて常法17.181
によってなされた(なわ・図には反応系における怖釈{奇数て"
示されている)。
実験成繍ならびに考察
前ilの操作で分離した肝細胞について位相差顕微鏡で
形態統宗した。その l例を写真 1，2， 3， 4， 5及び6に
示してある。分離肝細胞の形はお、むね同形ないし楕円
形(方/f~に近い形のものもあ った)であって. 大きさは円
形のものの平均直径か'23.7μ(15-33μ).椅円形のものの
平幼長径が33.4μ(18-57μ).平均短径が22.6μ(12-35
μ)であって肝細胞容積と肝細胞数とから求めた 1ヶ当り
の分離肝細胞の平均谷似は1.44XI04，u3て'あった。これら
分離肝細胞の胞体内には円形の絞があったが，核は 1ヶ
の場合のほかに 2核あるいは 3絞のものもあり ‘ 2伎の
ものがかなり多かった。斜影法による立体像では各細胞
の中央がもり上がっていて細胞表面に細かい凹凸がみら
れた。なおヘマトキシリン ・エオ シン普通染色で異染性
は認められず.PAS染色では分縦肝細胞内にグリコーゲ
ン頼粒がみられた。先に述べたように 2核を有する肝細
胞がか主リ多く見られたので分離肝細胞について 1. 2 
及び3絞を有する細胞数を検索し.その分布を求めた。
その成績が表ー 1 に示されている。表には等5~性アラビ
アゴムj液で重層遠沈分離した場合に下層に集った細胞鮮
と上j習の Lのとを別々に測定した場合と上，下の分画に
分けなかった場合の成績を共に表示してある。この表か
らわかるように分離肝細胞の絞数の分布には上，下 2，慢
の細胞群の問に差がなかった。 1絞の細胞が60-70%.
2絞の細胞が40-30%の分布を示す場合と，逆に l伎の
細胞が約40%. 2核の細胞が約60%を示す多少呉ーな った
2群に分けられるような成績が待られた。このように個
体によ って絞数の分布に多少差があるのかあ るいは他の
要因によるものか現在のところ判断し難い。いずれにし
ても普通考えられている l核の細胞以外に 2核の肝細胞
が大目的0-50%をしめ.かなり多くある事がわかった。
しかし 3絞の細胞は極めて少数て許いずれの家兎でも 1%
以下であ った。
つぎに分離肝細胞を各極溶液に浮遊させて氷室(0-4 
.C)で保存した場合の細胞数の変化を 6日間に亙ってinl定
表一 1 Distribution of mono- or bi-nuclear hepatic ceJts. 
s.曲 ple
No・
l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
Down cell layer Upper coll layer 
Mono-nuclear Bi-nuclear Tri-nucJear Mono-nuc lear Bi-nuclear T rî ~ nuclear 
c e 1 1 c e 11 ce 1 1 c e l 1 ce 11 
4 0.7土 1.I 5 8.7土 1.I 0.5士 O.l 4 3.9土2.7 55.8土 2.8
63.3土 13.3 8 6.4土 12.3 0.3土0.5 62.8:1:5.4 3 6.7土2.I 
68.9土6.0 3 0.6土6.4 0.3土0.6 6 9.8土7.4 2 9.8土5.8
4 3.5土0.9 5 6. l土 0.8 0.3土0.2 3 9.2士6.6 6 0.3土6.5
Mo白 o-nuclear Bi-nuclear Tri-nuclear 
c e l 1 c e I1 ce J 1 
4 7.3土7.8 5 2.4土7.5 0.2土0.2
5 9.7土 18.9 4 0.2土25.4 。l土0.8
6 6.5土 2.6 33.3，" 3.0 0.2土0.2
Each value represents lhe me8.J) 土 half range of the conf idence interval 
(con f idence 1 irni t) at P<O. 05. 
(5 ) 
c e 1 1 
0.7土0.2
0.4土0.2
0.4土 0.6
0.5土 0.3
-26- 食
した。その成績が表-2に示しである。すなわちMedium
をglucoseを含んだ Robinson's液， glucoseを含まない
Robinson's液， glucoseを含んだ0.16Mリン般緩衝液と
glucoseを含まない0.16Mリン般緩衝液として比較する
と，いずれも glucoseを含んだ場合の方が肝細胞数の減
少し難い傾向にあり. また一方0.16Mリン椴緩衝液より
もRobinson's液の方が分離肝細胞保存に良好であって，
glucoseを含んだ Robinson's液中では分離後 S，6日Iill
I;l:細胞数には公fヒがなかった。一方0.16Mリン酸緩衝液
では特にglucoseを含まない場合3，4日目頃から次第に
肝細胞数の減少が認められた。
sodium succinateを法質として加えた場合の分離肝
細胞の 021目的最をワールプルグ検圧法で測定すると図-
3にポすように明らかな 02のuptakeがみられ肝細胞i度
成が大きくなるに従って 02消費髭L大きくなっていた。
さらに分離肝細胞のカタラーゼ活性が反応速度熱解析法
で-ilJ定された。その l例を図-4に示してある。 .aT-
t曲線j;l:カタラーゼ反応によって H202が分解する場合の
主生笑;1!J1温度変化でこれを解析すると logwdt~tのように
初期状態につづく反応の主体が1次であって.そのkl(反
応速度常数)は0.507min-1(4001音締釈肝細胞浮務液を使
用)になった。さらにニれらの成績から求めた肝細胞lヶ
当。)の相対.iHi1支はS.6XIO-8土2.5X 10-8/ ce 1/ min (反
応沿度2S.C)であリ.同じ家兎の赤血球のカタラーセ活性
の約1201古であった。
物
c、
~ 
..". 
寸・
3001-
当200・4.凶
0・.0 
l ∞ 
Expt. Oitllti~九
1 1: 10 
2 1: 20 
3 r: 40 
20 30 40 60 6Q 
t!nU-IL.) 
図-3 O. uptake of separated hepatic cells. 
以上が肝細胞分総操作の慨略とこの操作で分離した家
兎肝細胞の 2，3の性状である。分子生物学領成での分イ・
レベルあるいは細胞下Componentsのレベルにおける研
究成果が多〈集積されて来た現在において.これらの成
果と組織あるいは厳器ひいては Wholebodyとをむすぷ
僑波しの役得IJをはたす研究材料として細胞単位の研究の
喜要望もめして来ている。しかし各検細胞については，品、
表-2 Preservation of separated hepatic cells. 
Robinaon'， 801ution 且obin・on'，lolutioR O.16M pho.pbate butfer 0.16M pho・ph・tebuffer 
Pre.erv..tion (pH6.8】 (Gluco.e +) (pH6.8) (010<0..ー } (ps6.8) (010<0・.+) (pH6.8) (010<0..-) 
t lmd 
(dayo) L i.，e r ce 1 Livf!r <:ell L i..e， ce 1 1 Liyer cel1 
countl R.t i 0 count. Rat i 0 count. aa. io countl Ra ~ i 0 
( 10・/圃勺 ( 10・/圃') ( 1 0・/.・) (10・/園町
。 4 • 0 1 .0 ‘目4 1 .0 ‘. 4 1 .0 4 • 8 1 . 0 
1 4 • 2 1_ 1 4 • a 1 . 0 ‘.1 0.9 4 • 4 1 . 0 
2 4 • 1 1 . 0 4 • 4 1 .0 ‘. z 1 .0 4 . 1 1 . 0 
8 8 . 8 1 . 0 4 . 0 o . 9 4 • 0 o . 9 8 . 6 0.8 
4 4 • 2 1.1 ‘. 8 1 .0 4 • 1 o . 9 a .6 o . 8 
5 4 . 1 1 .0 4 • 0 o ..9 4 • 1 o . 9 a . 1 o . 7 
6 4 • 2 1.1 8 . 8 o .8 8 . 0 o .7 a . 2 o . 7 
Liver cell counte in e・chpte・er..色s・ot imd 且.‘ 10 = 
Liver eol1 c・on(・ID • e r・time 
(6) 
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図-4 Thermal-analysis of catalase reaction in liver cel suspension. 
Hydrogen peroxide solution(0.05 M) was added to suspension of 
separated rabbit hepatic ce11s in 0.16 M phosphate buffer(pH 6.8). The 
cata1ase reaction was examined in detai1 by the method of therma1 analysis 
of the reaction ve1ocity. 
瓜l球，白血球などの浮遊細胞をのぞいては細胞lヶ1ヶ
を取扱って研究材料にする'IHl:非常に困姥な場合が多<， 
これまで飢餓切片(スライス)などを用いた研究)5法がし
ばしば用いられて来たが.この方法にはおのずと限界が
ある。そこで前ifのように細胞を分離する'1;が試みられ
て来た。こJl.にはホモジナイザーあるいはホモブレンダ
ーを使用する方法lト 211金属メッシュを用いる万法おなど
隈々考案されている。著者もこれらの方法をj!l.J:して肝
細胞の分維を試みたが目的をはたさなかった。ここに木
村英一教綬が開発された骨髄組織からの骨髄細胞の分雛
法6.7)にならって肝細胞分離にこの方法を応用し.比較的
簡単な操作で比較的純粋に肝細胞を分離し得たとJfえら
れる。
一般に細胞問には interdigitationがあり C♂がこれに
関与すると巧ーえりれているので分荷量法の多くは Cattを除
〈操作ωがなされているが本法ては最も安価に入手可能な
sod ium c itra leを使用した。また先に報仏・したようにN-
acetyl-D-glucosamineをl!i'iA~液に加えて細胞川巡の防
護をした?さらに分維持作につづいて等張竹:アラビアゴ
ムに重層して比較的intactな肝細胞を出来るだけ純粋に
集める操作を加えた。以上の操作で分隊した肝細胞の形
態及び2，3の機能をiJliI定した成紙から分離法として或
位j交の成J裂が得られたのではないかとAt-える。
しかし今日各種細胞の分離にトリフシンなどの蛋自分
解齢K，221あるいはコラゲナーゼ231などの酵素がしばしば
用いられているが，前者は細胞の陣仰が強いと巧えられ
る。今後 コラゲナーゼ法と本法とを組合せる事によって
さらに良好な成采を期待しうるてあろう。
要 約
P[I Jl1~から N・acety l・ D-glucosamineとsodium c itrale 
を含む等張性NaCl溶液で滋流し，Sucrose力URobin-
son's 液を肝i~.JT(:Iìl:と等霊加えて 2 枚のスライドクラ
スのl切で廃砕して後i慮j白し，等張11アラビアゴム泌液に
，01(1音速沈して比校的純粋に肝細胞を集める司王が出来た。
これら分離肝細胞の形態，染色t，舷数及びカタラーゼ
活性，Oúì'it~ f誌などをしらべたところこれら分離肝細胞
は肝細胞の形態及び機能の検索に当って利用出来るもの
と-"jえられる。
(7) 
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Summary 
The rabbit livers were perfused with isotonic saline solution (0. 16 M.) containing N-acetyl.D.glucosamine and sodium 
citrate. After isolation of rabbit Iivers， gal bladder and connective tissues were removed from the livers and then these 
livers were chopped and put into a bottle with Robinson's buffered saline solution (pH7.4). The small pieces of liver 
tissues were forced between two glass boards (slide glasses). By this procedure， each hepatic cel was mechanically 
separated. After separation， separated hepatic cells were centrifuged at 1α)( rpm for 20 minutes by means of multi-
layer centrifugation method with isotonic gum acacia solution. The hepatic cells which were purely separated by the 
procedure above described， were relatively intact. The separated hepatic cels were examined by the determinations 
of the shape， structure， preservation time in severaJ media， 02-uptake in Krebs Ringer phosphate with sodium succi 
nate加 dcataJase reaction. From the data of the separated hepatic cells， itis suggested that these cells would be use-
ful for the morphological or functional investigations of Iiver ceUs 
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